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【要旨】　脂溶性抗酸化物質であるトコフェロール（Toc）の酸化一寸：元動態評価法を確立する目的で，多重
クーロメトリー高速液体クロマトグラフィー（HPLC）によるToc同族体（α一，β一，γ一，δ一Toc）およびα一
トコフェロールキノン（TocQ）の高感度同時測定システムの開発とこのシステムの加齢研究への応用につ
いて検討した．本システムにおいて，α一，β＋γ一，δ一Tocおよびα一TocQを迅速かつ明確に分離するために
は，逆相カラムC18と40　mM過塩素酸ナトリウムを含む96％メタノールから成る移動相の組み合わせが
必要であった．また，これら測定物質の高感度同時検出には，酸化一還元モードを導入し，4つのクーロメ
トリー作用電極を直列に連結した電気化学検出が適していた．検出システムでの第1電極は，移動相中の電
気活性物質の除去用電極として，第2および第3電極は前壷応用，第4電極は測定用電極として用い，各電
極の加電圧を一〇．45V，一〇．45V，一〇．45V，＋0．40Vに設定することが最適であった．以上の条件を満たし
たシステムでのToc同族体およびα一TocQの同時測定には約8分間を要し，かつ測定限界は50～100　P9であ
った．本システムを用いて，ラット血清中Toc同族体およびα一TocQの加齢変化およびこの加齢変化に及
ぼす拘束ストレスの影響を検討した結果，加齢に伴いα一Tocの関与する抗酸化機構が衰退すること，さら
にこの機構の衰退は，一回拘束ストレスにより助長されることが示唆された．以上の成績から，本研究で開
発した酸化一還元検出モードを導入した多重クーロメトリーHPLCシステムにより，α一，β＋γ一，δ一Tocお
よびα一TocQの高感度同時測定が可能であることが明らかとなった．また，この測定システムは，　Tocの抗
酸化作用や酸化一還元動態を評価する上で有用であり，加齢研究への応用が可能であることが示された．
緒 言
　老化の進展にフリーラジカルが関与する1）と提唱
されて以来，老化とフリーラジカルによる生体内酸
化の関係が注目を集めている．トコフェロール
（Tocophero1：Toc）は，生体での脂質過酸化連鎖
反応においてラジカルスカベンジャー2～4）として作
用していることが多くの報告によって立証されてい
る．Tocは脂質過酸化連鎖反応によって生じる過酸
化脂質ラジカルを消去し，連鎖反応を停止させ，自
らは酸化されて，トコフェロールラジカル
（Tocopherol　radical：Tocラジカル）となり，さら
にトコフェロールキノン（Tocopherolquinone：
TocQ）へと変化したり，あるいは血中の他の抗酸
化物質によりTocに再生される．従ってToc動態
を把握することは，生体内脂質過酸化連鎖反応の停
止機構を評価する上で重要な意義を持つものと考え
られる．1996年，我・々は酸化一還元検出モードを導
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入した多重クーロメトリー高速液体クロマトグラフ
ィー一　（high－performance　liquid　chromatography：
HPLC）によるα一Tocおよびα一TocQの同時測定
法を開発し報告した5）．本研究では，Toc同族体
（α一，β一，γ一およびδ一Toc）とα一TocQの高感度
同時測定法を開発することを目的として，前記した
測定システムを諸種の点（測定物質の分離条件や検
出条件など）で，詳細に改良すると共に，この測定
システムの生物医学的研究への応用について検討し
た．
実験方法
　1．多重クーロメトリーHPLCシステム
　1）試薬
　HPLCの移動相作製あるいはサンプルの抽出に
は，すべてHPLC用試薬と特級品試薬を用いた．
また，α一，β一，γ一およびδ一Tocはエーザイ（株），α一
TocQはICN　Biomedicalsからそれぞれ購入した．
　2）標準溶液
　α一，β一，γ一，δ一Tocおよびα一TocQのそれぞれ1
mgを窒素で脱酸素化したメタノール1mlに溶解し
たものを保存用標準溶液とした．また，α一，β一，γ一，
δ一Tocおよびα一TocQの混合溶液は遮光性のある茶
褐色のガラス容器内で用時希釈して用いた．
　3）多重クーロメトリー　HPLCシステム
　このシステムは，島津製LC－9A送液ポンプに，
ダンパー，100μ1サンプル保持ループを備えた
Rheodyne社製7125型サンプルインジェクター，
ESA社製のインラインフィルターユニット（0．2μm
グラファイトフィルター），MCメディカルC18逆
相カラム　（80mm×4．6mm　I．D．），イシドー製BX－
7000Aカラム恒温オーブンおよびESA製クーロメ
トリー電気化学検出器から構成される．
　電気化学検出部は単一のクーロメトリー作用電極
を備えたESA製の5020型ガードセル2個［第1電
極：T1（電解効率100％），第2電極＝T2（電解効
率100％）］と2つのクーロメトリー作用電極を備
えたESA製の5011型高感度分析用セル［第3電
極：T3（電解効率100％），第4電極＝T4（電解効
率70％）］を直列に連結した（Fig．1）．
　ガードセル（T1）は移動相中の電気活性物質を
除去する目的で，インジェクターとHPLCポンプ
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Fig．　1　Detection　and　determination　of　tocopherols　and　tocopherolquinone．
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の間の回路に配置した．また，分析用カラムの後に
ガードセル（T2）と高感度分析用セル（T3，　T4）
を連結した．さらに，T1はESA製のポテンシィオ
スタット，T2，　T3およびT4はESA製の5100A型
コントロールモジュールにそれぞれ接続した．デー
タ解析は，T4由来の電流を出力信号としてレコー
ダーを介して行った．HPLCポンプは，1ml／分の
定置運転を行った．また，回路は閉鎖系にし，回路
中の溶存酸素を除去するために，移動相に窒素を送
気した．
　2．生物医学的研究
　1）実験動物
　実験には老齢（110週齢）および若齢（10週齢）
のSprague－Dawley系雄性ラットを用いた．室温
（22±1℃），湿度55±5％の恒温恒掌中で，個別ゲ
ージにより飼育した．粉末飼料（MF粉末飼料，埼
玉実験動物）および飲料水（水道水）は飼育期間を
通じて自由摂取とした．本実験は東京医科大学動物
実験指針に従って行った．
　2）拘束ストレス負荷
　上述の条件で飼育した老齢および若齢ラットへの
ストレス負荷は，室温（22±1。C）で1時間の問，
背臥位に強制拘束することにより施した．また，拘
束ストレスの負荷解除直後に血清サンプルを得て，
実験に用いた．
　3）血清サンプル
　ラットはマイクロ波照射（MICROWAVE　APPLI－
CATOR　MODEL　TMW－6402，5KW，室町機i械）に
より屠殺し，直ちに頚動脈から全血を得た．全血を
4。C，3000　rpm，15分問遠心分離を行い，血清を得
た．サンプル調整に用いたエタノール，ヘキサンお
よびメタノー一一一・ルは，溶存酸素除去のために，いずれ
も使用直前に窒素を充填した．褐色のネジ蓋付き試
験管中の血清0．5mlにエタノール0．5　m1を加え，3
分間Vortex　Mixerで撹絆した．さらに，ヘキサン
2．5mlを加え，再び3分間Vortex　Mixerで撹拝し
た後，5分間遠心分離（4。C，3000　rpm）を行った．
上清のヘキサン層を全て回収し，400Cの窒素気流
下で蒸発乾固させた．測定時に，サンプルを移動相
200μ1に溶解し，その10μ1をHPLCシステムに注
入した．
　4）統計処理
　実験結果は平均値±標準偏差で表示し，対照群
との統計学的有意性の検定にはStudent’s・t－testを用
いた．
実験結果
　1．Toc同族体およびα一TocQの同時測定のた
めの多重クーロメトリーHPLCシステム
　1）Toc同族体およびα一TocQの分離条件
　逆相カラムによるToc同族体およびα一TocQの分
離条件を決定する目的で，各測定化合物のCapacity
factor（K）値に及ぼす移動相組成およびカラム保
持温度の影響を検討した．
　①移動相組成の影響
　Toc同族体およびα一TocQのK値に及ぼすメタノ
ール濃度および過塩素酸ナトリウム（NaClO4）濃
度の影響をFig．2に示した．
　移動期に100％メタノール，あるいは96％メタ
ノール溶液を用いた場合，クロマトグラム上にいず
れの測定化合物のピークも認められなかった．この
ことよりメタノール溶液単独での移動相では，Toc
同族体およびα一TocQの分離検出は不可能である
ことが示された．一一方，96％メタノールにNaClO4
を添加することにより各測定化合物のピークの検出
が可能となった．96％メタノールに10mM　NaClO4
を添加した溶液を移動相に用いた際のα一，β一，γ一，
δ一Tocおよびα一TocQのK値は，それぞれ5．1，3．3，
4．3，4．3，2．9を示し，β一TocとrTocのピークが一
致し分離できなかったが，その他のピークは分離で
きた．96％メタノールに添加したNaClO4の濃度を
20～60mMの範囲で変化させたときの各測定化合
物のK値は，10mM添加時の値と大きな差異はな
かった．また，NaClO4濃度が50　mM以上とした際
に，Back　Currentの急激な上昇が認められた．
　以上の結果から，移動相の組成として40mM
NaClO4を含む96％メタノールを選択した．
　②カラム保持温度の影響
　上述の移動相組成条件下でのToc同族体および
α一TocQのK値に及ぼすカラム保持温度の影響を検
討し，Fig．3に示した．
　カラム温度の上昇に伴い，各測定化合物のK値
は徐々に低下したが，β一およびγ一TocのK値には
相異が認められなかった．
　以上，①および②の結果より，逆相カラムによ
るα一，β＋γ一，δ一Tocおよびα一TocQの分離に際し
ては，移動相として40mM　NaClO4を含む96％メ
タノールを用い，カラム保持温度は350Cが適して
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いることが示された．
　2）Toc同族体およびα一TocQの検出条件
　1）で決定した分離条件下で，本研究で採用した
電解効率100％および70％のクーロメトリー作用
電極の電圧一電流曲線（Current－Voltage　Curve：C．V
カーブ）を作成し，Toc同族体およびα一TocQの高
感度検出のための設定加電圧を検討した．
　①電解効率100％のクーロメトリー作用電極に
おけるC－Vカーブ
　電解効率100％の作用電極において，酸化加電圧
を一〇．10～＋0．60Vの範囲で変化させて，　Toc同族
体およびα一TocQに由来する出力酸化電流を検討し
た結果，α一，β一，γ一およびδ一Tocの検出は，＋0．10
V，＋0．20V，＋0．30Vおよび＋0．25Vにおいてそれ
ぞれ可能となった．α一，β一，γ一およびδ一Tocの検出
感度は，＋0．55V，＋0．55V，＋0．50Vおよび＋0．50
（4）
1998年3月 藤井他3名：トコフェロールの酸化一還元動態評価法 一　229　一
A　＋so
＋40
曾．3・
言
g．　．20
＋10
o
一〇．1　O．O ＋O．1　＋O．2　＋O．3　＋O．4　＋O．5　＋O．6
　　Applied　potential　（V）
B　　　－12
一10
　　　一8
密
S　．6
墓
彗4
り
一2
o
＋2
凶
＋o． o．o 一〇．1 ．O．2 一〇．3
Applied　potential　（V）
一〇．4
C　＋25
＋20
書．、5
冒
艶
6’　＋io
＋5
o
一〇．1　O．O ＋O．1　＋O．2　＋O．3　＋O．4　＋O．5　＋O．6
　Applied　potential　（V）
D　一7
一6
　　．5A唱
Y．　一412
旨・3
U
一2
一1
o
＋O．10 O．OO　一〇．10　一〇．20　一〇．30
　　　　Applied　potential　（V）
一〇．40
a　一tocopherol
a　一tocopherolquinone
B　一tocophero1
7　一tocophero1
6　一tocopherol
Fig．　4　Relationship　between　applied　potentials　and　reaction　currents　in　coulometric　working　electrodes．
　　　　　　　　A，　B：coulometric　working　electrodes　of　1000／o　efficiency　and　C，　D：coulometric　working　electrodes　of　700／o
　　　　　　　　efficiency．
＋20
＋15
？
s芒
2　＋10
毎
U
＋5
o
一〇．1 o．o ＋O．1　＋O．2　＋O．3　＋O．4　＋O．5＋O．6
一一t－
奄`r’一一
””一’
奄Ur’一一
a　一tocopherol
a　一tocopherolquinone
B　一tocophero1
7　一tocophero1
6　一tocopherol
Applied　potential　（V）
Fig．　5　Relationship　between　applied　oxidative　potentials　and　reaction　currents　in　the　multiple　coulometric　detection
　　　　　　　system　（700／o　efficiency）．
（5）
一　230　一 東京医科大学雑誌 第56巻第2号
Vにおいてそれぞれ最大であることが示された．ま
た，本電極での一〇．10～＋0．60Vの酸化加電圧の範
囲においては，α一TocQ由来の酸化電流は検出され
なかった（Fig．4A）．
　電解効率100％の作用電極において，還元加電圧
を＋0．10～一〇．45Vの範囲で変化させて，　Toc同族
体およびα一TocQに由来する出力還元電流を検討し
た結果，α一TocQの検出は，一〇．25　V以上の還元加
電圧で可能となった．α一TocQの検出感度は，還元
加電圧の増加に従い上昇することが示された．また，
この電極での＋0．10～一〇．45Vの還元加電圧の範囲
においてはα一，β一，γ一およびδ一Toc由来の還元電
流は検出されなかった（Fig．4B）．
　②電解効率70％のクーロメトリー作用電極にお
けるC－Vカーブ
　電解効率70％の作用電極において，酸化加電圧
を一〇．10～＋0．60Vの範囲で変化させて，　Toc同族
体およびα一TocQに由来する出力酸化電流を検討し
た結果，α一，β一，γ一およびδ一Tocの検出は，＋0．10
V，＋0．15V，＋0．30Vおよび＋0．20Vにおいてそれ
ぞれ可能となった．α一，β一およびγ一Tocの検出感度
は，＋0．40～0．60V，＋0．55～0．60Vおよび＋0．45～
0．60Vにおいてそれぞれプラトーに達した．δ一Toc
の検出感度は，＋0．60Vの酸化加電圧において最大
になった．また，本電極での一〇．10～＋0．60Vの酸
化加電圧の範囲においては，α一TocQ由来の酸化電
流は検出されなかった（Fig．4c）．
　さらに，電解効率70％の作用電極において，還
元加電圧を＋0．10～一〇．45Vの範囲で変化させて，
Toc同族体およびα一TocQに対する出力還元電流を
検討した．α一TocQの検：出は，一〇．15V以上の還元
加電圧で可能となった．α一TocQの検出感度は還元
加電圧の増加に従い上昇し，一〇．40Vにおいてプラ
トーに達した．また，この電極での＋0．10～一〇．45V
の還元加電圧の範囲においてはα一，β一，γ一および
δ一Toc由来の電流は検：出されなかった（Fig．4D）．
　③多重クー八一トリー電気化学検出部における
各電極の設定加電圧
　前記した電解効率100％および70％のクー堅陣
トリー作用電極におけるC－Vカーブの結果および
還元一酸化検出モードの各電極の役割を踏まえ，多
重クーロメトリー電気化学検出部における各作用電
極の設定加電圧を検討した．
　ガードセル（T2）と高感度用分析セル（T3およ
びT4）を直列に接続した検出システムにおいて，
電解効率100％のクーロメトリー作用電極（T2お
よびT3）の加電圧を一〇．45Vに固定した後，電解
効率70％（T4）の検出電極の酸化加電圧を一〇．10
～＋0。60Vの範囲で変化させ，　Toc同族体およびα一
TocQに由来する出力酸化電流を検討した．α一，β一，
δ一Tocおよびα一TocQの検出は＋0．10V以上の酸化
電圧で可能となり，＋0．35～＋0．60Vの酸化加電
圧の範囲において検出感度が最大となることが示さ
れた．また，γ一Tocも＋0．15　Vの加電圧により検出
可能となり，＋0．40～0．60Vの酸化加電圧の範囲で，
検出感度がプラトーに達することが示された（Fig．
5）．
　本システムでは，前反応用作用電極において
TocQを還元し，定量用作用電極においてTocおよ
び還元されたTocQを酸化するのに必要十分な加電
圧を各電極に設定することが必要である．したがっ
てこれらの結果および各電極の役割を考慮すると，
T2，　T3およびT4の設定加電圧は，それぞれ一〇．45
V，一〇．45Vおよび＋0．40Vに設定することが最適
であることが明らかとなった．また，T2およびT3
における還元反応に影響を及ぼす移動相中の電気活
性物質を極力除去するために，T1の作用電極に
一〇．45Vの還元加電圧を設定した．本システムで得
られる代表的クロマトグラムをFig．6に示した．
　3）定量性
　①Toc同族体およびα一TocQの直線性
　Toc同族体およびα一TocQの直線性について検：弔
した．測定化合物の各濃度（100pg～100　ng）から
得られるピーク高さとこれら化合物の濃度の問には
高い相関（α一Toc：r＝0．9998，β一Toc：r＝0．9999，
7－Toc：r＝O．9996，　6”Toc：r＝O．9995，　a－TocQ：r
－0．9998）の直線関係が認められた．このことから
直線性は極めて良好であることを確認した．
　②Toc同族体およびα一TocQの検量線
　Toc同族体およびα一TocQの定量1生について検討
した．血清サンプルと同様の処理を行った標準試料
を用いて，測定化合物の各濃度（100pg～100　ng）
から得られるピーク高さとこれら化合物の濃度の問
には高い相関（α一Toc：r＝0．9996，β＋γ一Toc：r＝
O．9998，　6－Toc：r　一　O．9996，　a－TocQ　：r　＝＝　O．9994）
の直線関係が認められ，定量性は極めて良好である
ことを確認した（Fig．7）．さらにこれら化合物の検：
出限界は50～100pgであることを確認した．
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Fig．　6　Representative　chromatograms　of　a一，　rs　＋　7m，　6－
　　　tocopherol　and　autocopherolquinone．
　　　1　：　a－tocopherolquinone，　2　：　6－tocopherol，　3　：　6　＋
　　　7rtocopherol　and　4　：　a－tocopherol．
　　　Chromatographic　conditions：analytical　column　：
　　　MC　medical　column　C18　（80　mm　×　4．6mm　1．D．），
　　　maintenance　temperature　of　analytical　column　：
　　　350C，　flow－rate：1ml／min．　and　mobile　phase：
　　　960／o　methanol　with　40　mM　sodium　perchlorate．
　　　Applied　potentials：test　electrode　1：一〇．45　V，
　　　test　electrode　2　：　一〇．45　V，　test　electrode　3　：　一〇．45
　　　V　and　test　electrode　4　：　＋O．40　V．
　2．生物医学的研究への応用
　（1）ラット血清中Toc同族体およびα一TocQ濃度
の加齢差
　老齢（110弱齢）ラットの血清中畑Toc，α一Toc
よびα一TocQ濃度は，若齢（10週齢）ラットと比
較して特記すべき差が認められなかった．一方老齢
ラットの血清中β＋γ一Tocおよびδ一Toc濃度は若齢
ラットに比較して，有意に低下していることが観察
された．また，α一TocQ／α一Toc値は，老齢ラットで
二値を示す傾向にあった（Table　1）．
　（2）ラット血清中Toc同族体およびα一TocQ濃度
の加齢変化に及ぼす単回拘束ストレス負荷の影響
　1時間の単回拘束ストレス負荷により，若齢ラッ
トの血清中等Toc，α一Toc，α一TocQおよびβ＋γ一
Toc濃度は，いずれも変化が生じなかったが，δ一
Toc濃度のみが有意に低下することが認められた．
また，老齢ラットの血清中総Toc，α一Toc，β＋γ一
Tocおよびδ一Tocは削回ストレス負荷の影響を受け
なかったが，α一TocQ濃度が有意に低下することを
観察した．さらに，老齢ラットのα一TocQ／α一Toc値
は影回拘束ストレス負荷により低下したが，統計学
的有意差は認められなかった（Table　1）．
考 察
　Toc同族体は脂溶性抗酸化物質の1つであり，生
体中にα一，β一，γ一およびδ一Tocとα一，β一，γ一およ
びδ一トコトリエノ・一一一・ル（Tocotrienol：Toc－3）の8
種類が存在する．また，Toc体の生理活性はToc－3
体に比較して著しく強く6），特にα一Tocは同族体の
中でも最大の抗酸化活性7・8）を示すことが知られて
いる．Tocは生体内で抗酸化作用を示した後，自ら
はTocラジカル，さらにはTocQ同族体に変化9・10）
したり，あるいはアスコルビン酸や還元型グルタチ
オンなどの抗酸化物質によりTocに再生されるな
どの動態を示す．従って，Tocの生理学的および薬
理学的特徴を的確に把握するためには，Toc同族体
のみならず抗酸化効果を示した結果生じるTocQの
量的変化をも同時測定可能なシステムの開発が必要
と考える．従来，生体試料のToc同族体定量のた
めには，HPLC－UV法11～14），　HPLC一型光法15～18），
HPLC－ECD（アンペロメトリー検出器）法19～21）が
用いられてきた．しかし，これらの測定システムに
は，測定感度，選択性，再現性および安定性などの
点でさらに改良が必要であることや，測定サンプル
が多量に必要であることなど，解決しなければなら
ない諸種の問題点が残されている．また，これらの
システムは，Toc同族体とTocQの同時測定が不可
能であるなどの欠点もある．最近，我々は前記した
諸種の問題点を克服し，酸化一還元検出モード22）を
導入した多重クー三二トリーHP：LCによるα一Toc
（7）
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Fig．　7　Calibration　curves　for　determination　of　a一，　6　＋　7一，　6－tocopherol　and　a－tocopherolquinone．
Table　1Changes　in　total，　a一，　6　＋　7L，　6－tocopherol　and　a－tocopherolquinone　concentrations　in　young　or　aged　rat　serum
after　restraint　stress　exposure．
Young　rat Aged　rat
Control　Restraint　stress（l　hr）Control　Restraint　stress（l　hr）
Total　Tocopherol
　a－Tocopherol
　aLTocopherolquinone
　6　＋　77Tocopherol
　i－Tocophero1
3504　±　285
3118　±　250
　19　±5
290　±　39
　32　±4
3331　±　429
2792　±　480
　16土3
242　±　80
　17土5＃＃
3688　±　617
3642　±　629
　23　±4
165　±　66＊＊＊
　18　±　7＊；＋：＊
4260　±　376
4055　±　331
　14土3＃
148　±　44
　28　±　13
aNTocopherolquinone／a－Tocopherol　（×　103）6．2　±　1．2 5．8　±　1．4 5．2　±　2．0 3．0　±　1．2
Unit　：　ng／ml．　Young　rat　：　10－weeks　old　and　aged　rat　：　110－weeks　old．
Each　value　represents　the　mean　±　S．D．　of　5－7　animals．
Significant　at　＊＊＊　：　p　〈　O．OOI，　as　compared　to　young　rats，　＃　：　p　〈　O．05　and　＃＃　：　p　〈　O．Ol，　as　compared　to　control　rats．
およびα一TocQの高感度同時測定法5）を開発した．
本研究では，前記の測定システムを分離条件，検出
条件などの点で改良し，α一，β一，γ一およびδ一Tocと
α一TocQの同時測定法の開発を試みた．さらに，こ
のシステムの生物医学研究での有用性を考究する目
的で，加齢によるラット血清中Toc同族体（α一，β
＋γ一，δ一TOc）およびα一TocQ濃度の変化とこの変
化に及ぼす拘束ストレス負荷の影響についても検討
した．
　本研究の結果から，逆相カラムによるTbc同族
体（α一，β＋γ一，δ一Toc）とα一TocQの分離には，
96％メタノール溶液に電解補助薬としてNaClO4を
加えた移動相が適することが明らかとなった．しか
し，この移動相組成と逆相カラムとの組み合わせで
は，β一一Tocとγ一Tocの分離が不可能であった．この
点については，今後の検討課題と考える．また，
NaClO4の濃度が50　mM以上で，著しいBack
Currentの上昇を確認したことから，測定の安定性
と感度を考慮すると移動相に添加するNaClO4の濃：
度は40mMが最適であることが示唆された．さら
に，本研究では，α一，β＋γ一，δ一Tocおよびα一TocQ
を選択的かつ高感度に検出する目的で，電解効率
100％のクーロメトリー作用電極（T1，　T2，　T3）3
個と電解効率70％のクーロメトリー作用電極（T4）
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を直列に配置した多重クーロメトリー電気化学検出
システムを考案した．この検出システムでは，T1
を移動相中の電気活性物質を除去する電極として，
また，T2およびT3を一反応用電極，　T4を定量用
電極として用いた．検出モードは，T2，　T3で測定
化合物の還元反応，次いでT4で酸化反応を惹起さ
せ，それによって生じる酸化電流を検出する酸化一
還元モードを採用した．また，この検出システムに
おける各電極の役割を踏まえ，適切な設定加電圧を
検討した結果，T1，　T2，　T3およびT4には，それ
ぞれ，一〇．45V，一〇．45V，一〇．45Vおよび＋0．40V
の加電圧を設定することが最適であることが明らか
となった．
　本研究で開発した多重クーロメトリーHPLCシ
ステムの生物医学的研究での有用性を考究する目的
で，前記した測定システムを用いてラット血清中
Toc同族体とα一TocQ濃度の加齢差およびこれらの
物質濃度の加齢変化に及ばす単回拘束ストレス負荷
の影響について検討した．初めに，ラット血清中
Toc同族体とα一TocQ濃度の加齢差について検討し
たところ，血清中総Toc，α一．Tocおよびα一TocQ濃
度に差は認められなかったが，β＋γ一Tocとδ一Toc
濃度は低下していた．これらの結果から，Toc代謝
過程にも．カテコールアミン23）やセロトニン24）の
代謝で認められるメチル化機構が存在し，この機構
［δ一Toc（メチル基1個）→β一およびγ一Toc（メチル
基1個）→α一Toc（メチル基3個）のメチル基負荷
反応］が加齢に伴い，促進している可能性が推察さ
れる．しかし，詳細については今後の更なる検討が
必要である．また，α一Tocの利用率を示すα一
TocQ／α一Toc値は，若齢ラットに比較して老齢ラッ
トで低値を示す傾向にあったことから，加齢に伴い
α一Tocの関与する抗酸化機構が減弱することが考え
られる．さらに，ラット血清中Toc同族体および
α一TocQ濃度の加齢変化に及ばす単騎拘束ストレス
負荷の影響について検討した結果，単車拘束ストレ
ス負荷は，若齢ラットの血清中総Toc，α一Toc，　a－
TocQおよびβ＋γ一Toc濃度に変化を与えなかった
が，δ一Toc濃度を減少させた．また，老齢ラットで
は，血清中の総TocとToc同族体（α一，β＋γ一お
よびδ一Toc）濃度はいずれも変化しなかったが，α一
TocQ濃度とα一TocQ／α一Toc値は著明に低下するこ
とが認められた．このことから，単回拘束ストレス
負荷は，若齢ラットにおけるTocメチル化機構に
対して促進的影響を及ぼすが，加齢に伴ってこの機
構が二進している老齢ラットでは，影響を受けない
ことが考えられる．また，拘束ストレス負荷により，
加齢に伴うα一Tocの抗酸化機構の衰退がさらに助
長されることが示唆される．
結 論
　本研究では，多重クーロメトリーHPLCシステ
ムによるToc同族体（α一，β一，γ一およびδ一Toc）と
α一TocQの高感度同時測定法の開発とこの測定シス
テムの生物医学的研究での有用性について検討し，
以下の結論を得た．
　（1）酸化一還元検出モードを導入した多重クーロ
メトリーHPLCシステムにより，Toc同族体とα一
TocQの高感度同時測定が可能である．
　（2）逆相カラムによるα一，β＋γ一，δ一Tocおよび
α一TocQの分離には，移動相として40　mM　NaClO4
を含む96％メタノールを用い，カラム保持温度は
350Cが適〔している．
　（3）α一，β＋γ一，δ一Tocおよびα一TocQの高感度同
時検出には，多重クーロメトリー検出システムでの
T1，　T2，　T3およびT4の各作用電極に，それぞ
れ一〇．45V，一〇．45V，一〇．45Vおよび一ト0．40Vの加
電圧を設定することが必要である．
　（4）本研究で開発した多重クーロメトリーHPLC
システムの定量性はきわめて良好である．また，こ
のシステムの測定限界は50～100pgである．
　（5）ラットにおいて，加齢に伴いα一Tocの関与
する抗酸化機構が衰退する．さらに，この機構の衰
退は，学才拘束ストレスにより助長される．
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Development　and　application　of　high－performance　liquid　chromatography
　　　　　　　　　　　　with　multiple　coulometric　detector　for　evaluation
　　　　　　　　　　　　　　　　　of　redox　dynamics　of　serum　tocopherol
Hiroko　FUJII，　Kiyotaka　YANAGAWA，　Hiroshi
　　　　　　　　　　　and　Teruhiko　MATSUMIYA＊
TAKE　DA＊
Department　of　Gerontology，　＊Department　of　Pharmacology，　Tokyo　Medical　University
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Director：　Prof．　Masaru　TAKASAKI）
　　Tocopherol　is　a　lipophilic　phenolic　antioxidant．　ln　this　study，　the　development　and　application　of
assay　method　for　simultaneous　determination　of　tocopherol　isomers　and　a－tocopherolquinone　in　serum
by　high－performance　liquid　chromatography　（HPLC）　with　a　series　of　multiple　coulometric　working
electrodes　（Cwn）　was　investigated．　For　seperation　of　a一，　K3＋7一，　6－tocopherol　and　a－toco－
pherolquinone，　reversed－phase　column　and　a　mobile　phase　consisting　of　9690　methanol　with　40　mM
sodium　perchlorate　were　used．　Also，　highly　sensitive　and　simultaneous　detection　of　these　substances
was　performed　in　redox　mode　using　a　series　of　four　CWE．　In　this　detection　mode，　the　first，　second
and　third　CWE　were　set　at　一〇．45　V　for　prereaction　and　to　prevent　interference，　the　fourth　CWE　was
used　as　an　electrode　for　actual　measurement　with　its　potential　set　at　＋O．40　V．　The　assay　limit　was　50rv
100　pg．　Excellent　chromatograms　of　a一，　6　＋　7一，　b－tocopherol　and　a－tocopherolquinone　were　obtained
within　8　min．　The　usefulness　of　the　HPLC－multiple　coulometric　detector　system　with　the　redox　detec－
tion　mode　was　confirmed　by　applications　to　the　determination　of　concentration　levels　of　a一，　6　十　7一，
6－tocopherol　and　a－tocopherolquinone　in　young　（10－weeks　old）　or　aged　（110－weeks　old）　rat　serum
and　the　evaluation　of　effect　of　restraint　stress　on　these　concentration　levels．　These　findings　suggest
that　the　HPLC　with　the　redox　detection　mode　using　a　series　of　four　CWE　is　applicable　to　studies　such
as　the　antioxidative　effect　of　tocopherol　and　the　redox　dynamics　of　this　substance　in　serum．
〈Key　words＞　tocopherol　isomers，　tocopherolquinone，　redox　dynamics，　aging，HPLC
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